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第一章　緒言
第一節　　キノコの食品機能
　わが国の食生活はますます豊かになり，欧米のように肉を中心とした高カロリーの食事
を摂る傾向が強まっている．一方で多忙な現代人は，運動不足がちになり，また，職場で
の人間関係などでストレスを抱え込んだりして，不健康な生活を送る人が増加している．
この結果，以前は成人病とされてきた糖尿病や高血圧症，高脂血症などが若年層にも広が
りつつあり，これらの病気は生活習慣病と呼ばれるようになった（江口，2005）．2008年
からは，企業の健康診断でも腹囲測定など，いっそう詳しい検査が実施されるようになり，
「メタボリックシンドローム」を撲滅しようと，国を挙げての取り組みが始まっている．
　このような食環境に加え，医療費の高騰（渡辺，2001）もあり，健康食品ブームが世間
を席巻している．健康食品は，大衆向けのサプリメントからヘビーユーザー対象の医療補
助食品まで多岐にわたっている．キノコは，豊富なビタミン，ミネラルなどをバランスよ
く含んでおり，さらに低カロリーであり食物繊維を多く含有することから，早くから健康
食品の素材として着目され，その機能性についての研究が行われてきた（江口，2005）．以
下に，キノコの持っ様々な食品（あるいは医薬品）としての機能を記す．
1－－1－－1抗腫瘍活性
　クレスチン，レンチナン，シゾフィランは，それぞれカワラタケ，シイタケ，スエヒロ
・1・
タケからの抽出物である，クレスチンはカワラタケ培養i菌糸体から抽出されるβ一グルカ
ンとタンパク質の複合体を主成分とする混合物である（平瀬，1992）．レンチナンはシイタ
ケから得られる分子量40万～80万，直鎖のβ一（1→3）－D一グルコース残基5に対
し2個のβ一（1→6）－D一グルコピラノシド側鎖をもっ構造を基本単位としたβ　一一（1
→3）－D一グルカンである（千原，1992）．またシゾフィランは，スエヒロタケをグルコ
ース液体培地で培養すると菌体外に産生される多糖で，β一（1→3）一グルコシド結合か
らなる直鎖状の主鎖に，β一（1→6）一グルコシド結合で分岐した単一のグルコースの
側鎖を持ち，その分岐は主鎖のグルコース残基の3個に1個の割合であるという構造を持
っ（小島，1992）．これらは，免疫賦活作用があるとして，医薬品として薬事法に認可され
ており，各腫瘍患者に投与されることがある．いずれも効果はそれほど強くなく，化学療
法などとの併用で使われることが多いという（小川，2003）．これら以外にも，抗腫瘍効果
が期待できるキノコは多種存在する．それらのキノコの抗腫瘍活性に，β一グルカンやグ
ルコマンナンといった多糖類や，糖タンパク質テルペノイド類ステロイド類，食物繊
維，核酸などが関与することがわかっている（水野，1992）．
1－1－2　抗高血圧症
　サルノコシカケ科に属するマンネンタケ（霊芝）は，日本では健康食品の範疇を出てい
ないが，中国では漢方薬として，神経衰弱，慢性肝炎などに効果があるとされ（劉波，1982），
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・2・
古くから強壮・鎮静剤として有用とされ，臨床試験も行われている（西，2001）．霊芝には，
降圧成分と昇圧成分が共存することが考えられており，ガノデリン酸をはじめとするトリ
テルペノイドなどが，アンジオテンシン変換酵素を阻害することが分かっている（北畠，
1992）．同様な作用機構で，血圧降下を示すことが，ブナハリタケ，シイタケ，エノキタケ，
ハタケシメジなど多くのキノコで確認されている（江口，2005）．
1－1－3　抗高脂血症
　高脂血症は，運動不足や肥満から年々増加傾向にある、キノコに含まれる食物繊維は，
腸内で発がん物質，コレステロールなどを吸着し，吸収を妨げて体外へ排出する働きがあ
る（水野，1992）ため，高脂血症の予防および改善が期待できる．また，シイタケ中に含
まれるエリタデニン（金田，1992），ニンギョウタケに含まれるグリフオリン（杉山，2005）
がそれぞれ異なる作用機構によって血清中のコレステロールを低下させる作用を示してい
る．
1－1－4　血糖降下作用
　前述のマンネンタケに含まれる3種類の多糖類：ガノデランA～Cのうち，ガノデランA
は顕著な血糖降下活性が示されている（友田，1992）．
一3・
1－1－5　冬虫夏草が示す様々な生理活性
　昆虫や地下生菌に寄生する子嚢菌類の仲間を，冬虫夏草と呼んでいる（根田，2003），昆
虫の蝋などから小型の子実体を発生させるが，目立たないため採取するためには丹念に探
さなくてはならない．但し，厳密には中国，チベット，ヒマラヤの高山帯に生息するコウ
モリ蛾の幼虫に寄生するCOi－dyceps　sinenstisおよびその近縁種が冬虫夏草である（金城，
2005）．
　中国では古くから，肺結核，貧血，インポテンツ，病後の虚弱，腰ひざ間の痛み，強壮，
収敷，鎮静および滋養に効能があるとされてきた（劉波，1982）．培養菌糸体からの抽出物
を用いて各種実験を行い，血液から組織への酸素供給の効率を上げて運動能力や頭脳の活
性化および効率アップが期待できること，ATP増加作用，肝機能の改善，　SOD（活性酸素除
去酵素）活性作用，抗ストレス作用などの生理活性が確認された（金城，2005）．
第二節　キノコ栽培の歴史
1－2－1　キノコの栄養摂取形態
　キノコ類は，肉眼で観察できる大型の子実体を形成する大部分の担子菌類および一部の
子嚢菌類が該当し，それらの子実体そのものを「キノコ」と呼んでいる．キノコは，その
栄養摂取形態から，3種に大別される．
　木材腐朽菌は，枯れた木材から栄養を摂取してキノコを発生させる．褐色腐朽菌と白色
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腐朽菌に分けられ，前者は主に針葉樹のセルロース，ヘミセルロースを分解する為，材は
褐色のぼろぼろのブロックとなる．サルノコシカケ科の仲間に多い．後者は，主に広葉樹
のリグニンをセルロース・ヘミセルロースとともに分解し，材は白っぼくなる．人工栽培
が試みられてきたシイタケ，エノキタケ，ヒラタケ，ナメコはいずれも白色腐朽菌である．
　落葉分解菌は，木の落ち葉，草や根，糞や堆肥を分解するグループである．落ち葉など
は，ハラタケ，カヤタケ，クヌギタケ，ホウライタケなどの属により分解される．イネ科
などのわらや根などを分解するのは，ハラタケ，フクロタケ，シビレタケ，シバフタケ，
オオチャワンタケなどの仲間である（小川，1992），わらやバガスなどを堆積して堆肥化し
たものを用いて，後述のマッシュルーム，ヒメマツタケが栽培可能である．
　菌根菌は，特定の植物と共生開係にある菌であり，人工栽培が困難なマツタケ，ホウキ
タケ，イグチの仲間などが含まれる．
1－2－2　キノコ栽培の沿革
　わが国は樹木が豊富で四季があり，シイタケ，エノキタケ，ヒラタケ，マツタケなど優
れた食用菌を採取し，利用してきた（衣川ら，2000）．人工栽培の研究も古くから行われて
おり，シイタケの原木栽培は300年程度の歴史がある（岩出，1985）．最初の栽培は，銘目
式栽培と呼ばれる天然胞子に依存する非科学的な手法であった（中村，1983）．1895年か
ら，接種源として種菌を用いる方法が始まり，種駒を原木に接種する手法が主流になって
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いった．1980年代になると，多くの企業が菌床栽培を行うようになり，1996年には全国生
シイタケ生産量の38％を占めるようになった．菌床栽培法は，現在も手法やキノコの品質
向上のための研究が続けられている（渡辺，2000）．
　エノキタケは，明治32年ごろ，柿の木を原木として人工栽培が行われた記録があり，
昭和初期から戦前にかけて，原木栽培からおがくず栽培へと変遷した（岩出，1985）．本菌
は，野菜が少ない冬季に発生する為重宝されたという．現在では，品種の改良・選抜が進
み，白色のエノキタケがビン栽培で大量に生産されている．
　ナメコの人工栽培は，山形県を中心として東北地方にて，ブナを原木として用い，大正
10年ごろから始まった（岩出，1985）．
　ヒラタケのホダ木栽培は昭和10年頃からビン培養，ホダ木培養が行われるようになっ
た（岩出，1985）．
　いずれのキノコも，人工栽培の黎明期は，原木に種菌（胞子）を接種し，自然の気候任
せでキノコを発生させる為，収穫可能な時期は限られていた．しかし，1937年に森本彦三
郎によって，おがくずと米ぬかなどの栄養分との混合体の上にキノコを発生させる「菌床
栽培法」の基本が考案された．これは，戦後に多種のキノコに応用されるようになった．
林地内で栽培される原木シイタケを除くと，殆どのキノコは菌床を用い，環境調節機能付
き工場の中で四季を通じて栽培され，日本は世界一のキノコ生産国に成長した（衣川ら，
2000）．
・6・
第三節　マツシュルーム
1－3－－1　マッシュルームとは
　マッシュルーム（和名ツクリタケ，Agaricus　bisporus）は，世界で最も生産量が多いキ
ノコである．1980年には884，000トンを生産し，加工食品としてより生鮮食品としての需
要が増加してきている（橋本，1987）．日本ではキノコといえばシイタケ，エノキタケなど
を意味するのと同じように，西欧諸国ではトリュフやマッシュルームが珍重され，また日
常食されている（岩出，1985）．
1－3－2　マツシュルームの栽培方法
　マッシュルームは，1650年ごろ，フランスにおいてメロンの廃床から偶然キノコが発生
しているのを発見したところから栽培の研究が始まり，その後洞窟内での栽培，露地栽培，
菌舎内での栽培が試みられた．1918年にアメリカで純粋培養種菌が開発されて，安定した
栽培がヨーロッパ全域に広まった．日本での栽培は明治時代に，馬厩肥を用いて新宿御苑
で行われたのが最初である．近年では，馬厩肥の入手が困難になったことに加え，人件費
や原材料費の高騰がコスト高にっながり，低価格の輸入品に対抗することが困難であり，
栽培規模は縮小している（橋本，1987）．
　マッシュルームの栽培は，前述のシイタケなどとは異なり，農業廃棄物を微生物のカで
分解した堆肥を用いた栽培方法でキノコを発生させる．この堆肥の出来が，マッシュルー
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・7・
ム栽培の成否を握っているといっても過言ではない（橋本，1987）．
　堆肥の主原料は馬厩肥であり，これに鶏糞あるいは綿実粕，尿素，硫安などを加え，水
分を調節し堆積する．堆積物内部ではすぐに発酵が始まり温度が上昇するので，数日おき
に切り返しを行い混合し，均一に発酵を進行させる（一次発酵）．一次発酵の目的は，競合
菌が利用可能な易分解性有機物の消耗，大部分の病害虫の殺滅，原材料への十分な給水お
よび混合などである（橋本，1987）．一次発酵が終了した堆肥を栽培菌舎に充填し（床詰め），
二次発酵を行う．この目的は，堆肥中の病原菌や害虫の卵を殺滅すること，有用微生物の
働きによってマッシュルームが資化可能な栄養分を堆肥中に蓄えることである．生蒸気を
菌舎に吹き込み，堆肥温度を55℃以上とし4～5時間維持し，その後47℃で数日間保持す
ることによって，マッシュルーム菌が生育するのに適した堆肥になる（衣川，2000）．
　マッシュルーム菌は，病原菌に対する抵抗性が低い．このため，上述の二次発酵を完全
に行うことが不可欠であり，種菌接種以降の管理を清潔に行い，キノコ発生の為の覆土を
予め消毒しておくなど，害菌，害虫の汚染を予防することが重要である（橋本，1987）．
第四節　ヒメマツタケ
1－4－1　ヒメマツタケとは
　ヒメマツタケ（Agarieus　blazeゴMurril1）は，担子菌類ハラタケ属に分類され，マッ
シュルームと同属であり，胞子の黒変化が遅いこと，香りが強いことなどの特徴を有する．
・8一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図1－1　ヒメマツタケ「岩出101株」
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の屋内栽培による子実体発生状況．
　本菌は中南米に自生しており，現地では昔から食用にされていた（伊藤，2005）．1965
年，日系人の古本隆寿氏によって岩出菌学研究所所長・岩出亥之助氏のもとに本菌の種菌
が届けられた．その後同研究所において栽培の研究を開始し，約10年がかりで人工栽培に
成功した（岩出，1982）．岩出氏は当初，本菌をカワリハラタケと呼んでいたが，その外見
特徴から「ヒメマツタケ」を採用した（岩出，1985）．ブラジル原産の菌でありながら，原
色日本新菌類図鑑には，和名：ヒメマツタケとして収載されている（今関ら，1987）．
1－4－2　ヒメマツタケが持っ様々な生理活性
　ヒメマツタケは食用であるが，タンパク質含量が多く日持ちがしないこと，子実体の変
色が早いことから生鮮食品としての流通が困難であった（隅谷，2000）．そのような中，三
重大学医学部における研究の結果，本菌が強い抗腫瘍活性を有することが判明し（志村ら，
1980），薬食用キノコとして注目され始め，生食用としてより健康食品として乾燥品が流通
するようになった．以降も研究が続けられ，肝機能改善（伊藤ら，2003），血清脂質低下作
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用（伊藤ら，2003），免疫力強化（Mizun。　et　al，2003），血糖降下作用（伊藤ら，1999），
抗酸化作用（伊藤ら，2004），抗アレル・ギー作用（伊藤ら，1995），癌転移抑制作用（王t。h・et
al．，2000），エイズ治療薬（伊藤，2005）など，多様な生理活性が明らかとなり，現在最
も脚光を浴びているキノコといえる．なお，上述の一連の実験および学術報告は，岩出菌
学研究所が保有する菌株「岩出101株」を用いて実施された．
1－4－3　ヒメマツタケ「岩出101株」の安全性
　株式会社岩出菌学研究所は，ヒメマツタケ「岩出101株］を用いて，イギリスの受託検
査機関であるハンティンドン・ライフサイエンス社に依頼し，90日間の反復毒性試験およ
び・各種遺伝毒性試験を実施した（Su皿iyaet　a1．，2008）．また，総合医科学研究所におい
て，3ヶ月間の二重盲検法を取り入れた人臨床試験が行われた（梶本，2006）．いずれの試
験においても，同菌株の安全性が示された．
1－4－4　ヒメマツタケの栽培方法および問題点
　ヒメマツタケは，マッシュルームと同様に，堆肥を用いる栽培方法が主流である．培地
原料は，馬厩肥が入手困難になってきた為，稲わら，麦わらを用いたり，近年はバガスが
主原料となってきた（隅谷，2000）、これに鶏糞，綿実粕，石膏などを順次添加し，水分含
量を調節しながら数日毎に切り返しを行い発酵を進行させる（一次発酵）．一次発酵を終了
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した堆肥は，床詰めを経て二次発酵を行う．一次発酵，二次発酵の目的，工程ともに，マ
ッシュルームの場合と同様である．
　二次発酵が終了し，ヒメマツタケが利用可能な栄養分が蓄積された堆肥に，種菌の接種
を行う．ヒメマツタケの菌糸が伸長する条件は，菌舎内温度22～26℃，菌床温度は30℃以
上にならないように留意する．炭酸ガス濃度が高いほうが，菌糸の伸長は旺盛である．菌
糸が堆肥中に蔓延したのを確認後，予め消毒およびpH調節した土で覆：i：を行う．覆土に用
いる土は，肥料気が無く団粒構造が発達し，新鮮で保水性，通気性に優れたものが良い（岩
出，　1985）．
　覆土後の管理は，覆土が乾きすぎる場合は軽く散水する．菌舎内の湿度が高すぎると，
覆土内に栄養菌糸が蔓延し収量減にっながる為，換気などで湿度管理，炭酸ガス濃度の管
理を行う．覆土後15～25日で第一回のキノコが発生する．キ・ノコが発生すると大量の酸素
を消費し二酸化炭素を出す為，十分に換気を行う．発生終了後，覆土の形状を修復し，散
水を行って次回の発生に備える．バガスを主原料とした場合，発生周期は15～17日である．
　マッシュルームとは異なり，ヒメマツタケは病害菌に対して非常に抵抗力が強い（一部
の子嚢菌類を除く）．害虫による汚染は，二次発酵工程が完全であれば殆ど防ぐ事ができる
（隅谷，2000）．
　以上のように，栽培方法は一応確立しているが，マッシュルーム同様，栽培の成否を握
っているのは培地である堆肥の出来の良し悪しである．どのような堆肥がヒメマツタケ栽
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培にとって最適なのかを数値化などで決定している例は無く，堆肥の熟成判断は専ら，従
事者の経験と勘に頼ってきた．
第五節　本研究の位置
　前述のように，様々な生理活性をもつヒメマツタケであるが，栽培工程上最も重要な，
堆肥の熟成判断の基準が定まっていない為，常時安定した収量および品質を得る為の栽培
手法は，いまだに確立されていないと言える．さらに堆肥の質は，上述の経験則のほかに，
原料のロット，外気温，水分，発酵期間など様々な要因によって左右される．一方，ヒメ
マツタケやマッシュルームのようなバイオマス廃棄物を原料とした発酵堆肥を用いたキノ
コ栽培は，ゼロエミッション農業を推進してゆく上で大いに推奨されるべきである（橋本，
1987）．子実体を収穫した残渣（廃床〉は，農業や園芸の有用な肥料となり（橋本，1992），
作物の収量・品質向上が期待できる（江口，2001）点も特筆に価する．
　マッシュルームの栽培に用いられる堆肥の発酵工程では多様な微生物が関与している
ことが知られており（藤原，2003；橋本，1987），発酵段階を経るにっれて微生物フローラ
が変遷する．しかしながら，ヒメマツタケの培地として用いられる堆肥についての微生物
学的な研究の例はない．そこで本研究では，発酵工程中の細菌，放線菌および糸状菌の消
長および細菌フローラを解析し，子実体収量との間にどのような関係があるかを調べると
ともに，細菌フロー一ラを活用することで堆肥熟度判定の指標を得ることを目標とした．
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第二章　発酵工程における細菌フローラの推移と子実体収量，C／N比との関係
　ヒメマツタケは，堆肥を用いた栽培方法が主流である．堆肥にヒメマツタケの菌糸を蔓
延させた後に覆土を行い，覆土の中で原基を作らせて子実体を発生させる（岩出，1985）．
よって，堆肥の中に効率よく菌糸を蔓延させることが栽培の成否を握っているといえる．
ヒメマツタケを常時安定して生産する為には，一定の基準をクリアーした「質の良い堆肥」
を作ることが絶対条件である．
　しかしながら，堆肥化の工程には，原料の選択およびロット，微生物，外気温，水分，
発酵期間などの様々・な因子が複雑に作用し，同じように作業しても全く同じ品質の堆肥が
生産されることはない．堆肥の熟度の判断は，色，匂い，握ったときの感触など五感と経
験によって行われているが，これは，ヒメマツタケだけではなく，ヒメマツタケよりも栽
培史が長く生食用需要が多いマッシュルームと共通している（橋本，1987）．最近では発芽
試験やC／N比を分析することが一っの指標とされるようになってきた（小祝，2005）が，
本研究では，堆肥製造中に活動する微生物に着目し，その消長およびフローラを追跡し，
あわせて発酵段階別に子実体収量を測定することで，ヒメマツタケ栽培に適する堆肥の指
標を得られないかと考えた．本章では，発酵工程中の微生物（細菌，放線菌，糸状菌〉の
消長および細菌フローラを解析し，子実体収量，C／N比との関係を調べた．
第一節　材料および方法
・13一
2－1－1　堆肥の製造
　インドネシア産バガス3トンに発酵鶏糞300kgおよび綿実粕300kgを順次添加，含水率
約75％になるように加水し，高さ約L5メートルに堆積した．3～4日問隔で8回切り返し
を行って原料を十分に混合するとともに発酵を均一にし，45日目に床入れを行った．この
間，生成したアンモニアを安定化させるため，34日目（第6回切り返し）には，石膏を60kg
添加した．堆積期間中，任意の2箇所において深さ約30cmの部分の堆肥温度を測定し，温
度変化を追跡した．床入れ後，生蒸気を菌舎内に導入して57℃で5時間常圧殺菌を行い，
次いで50℃で7日間熟成させてヒメマツタケ栽培用堆肥を完成させた．
2－1－2　微生物検査用堆肥の採取
　切り返し（上述，「堆肥の製造ゴを参照）のたびに，10箇所から無作為に採取した堆肥
を混合し，そこから10gを無菌サンプルバッグに分取して試験に供した．すぐに試験でき
ない場合は，4℃あるいは一20℃で保存した．
2－1－3　堆肥中の微生物の計数
　無菌サンプルバッグに採取した堆肥10gを滅菌水90mlに懸濁し，これをさらに段階的
に希釈して10“’G液に調製した．堆肥希釈液をローズベンガル培地（糸状菌用）およびHV
培地（放線菌用）に塗布し，またYG培地（一般細菌用）には混釈とし（土壌微生物研究会編，
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1992），それぞれ35℃，50℃および60℃で培養を行った．糸状菌および一般細菌は2日後，
放線菌は5～10日後に形成したコロニーを計数し，乾燥堆肥1gあたりの菌数を求めた．
2－1－4　子実体発生試験
　切り返し毎に採取した堆肥を岩出式栽培ビン（容量1の各3本に300gずっ充填し，生蒸
気を菌舎に導入して57℃で5時間常圧殺菌を行った．30℃以下まで冷却後，予め調製して
おいたヒメマツタケ「岩出10工株」種菌を接種し，25℃で1ヶ月間菌廻しを行い菌糸が蔓
延したのを確認後，予めpHを7～8に調節しておいた山土を用いて，厚さ約2c皿になるよ
うに覆土を施した．子実体発生時には，菌舎内が温度22～26℃，湿度90％以上，CO2濃度
1，　OOOppm以下になるよう管理した．6回の収…穫毎に子実体の生重量を測定して，ビン1本
当たりの収量および標準偏差を求めた．
2－1－5細菌フローラの解析
　細菌フローラの解析は，PCR（Polymerase　Chain　Reacti。n）－DGGE法（変性剤濃度勾配ゲ
ル電気泳動法）によって行った．まず，PCRに用いる鋳型DNAを調製するため，切り返し
ごとに採取・冷凍保存した堆肥を家庭用のミキサーを用いて粉砕し，FastDl　’Ae　SPIN　for
Soil　Kit（Q－B工O　gelle社製）を用いてDNAを抽出した．抽出したDNAを鋳型としてPCRを
行ったところ，多くの試料で増幅がおこらなかったため，Ogramらの方法（1998）に従っ
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て，CTAB（cetyltrimethilammonium　bromide＞を用いて更にDNAを精製した．　PCRのプライ
マーには，一般細菌のフローラ解析に用いられるUl　’5　18r（5’－ATTACCGCGGCTGCTGG－3’）
（Muyzerら，1993）とBA338f－GC
　（5’　－CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG－3’　）　（㊤vrehs
ら，　1997；Scheffieldら，1989）を用いた．　PCRは，精：製DKA　4　ng，　dNTTP　O．　2　mM，　UN518r
lpmol，　BA338f－GC　l　pmol，　Ex　Taqバッファー（1×），及びEx　TalDNA　polymerase（TAKARA）
lunitの反応液50μ1を調製し，変性反応（95℃5分），増幅反応30サイクル（93℃30
秒，67℃30秒，72℃30秒），および予備伸長反応（72℃2分）で行った．アガロースゲ
ル｛4％（w／v）｝でDNA断片の増幅を確認したのち，　DGGEに供した．電気泳動は，1×TAE（20
mM　Tris，10　mM酢酸，0．5nLM　NTa2EDTA）中で，尿素とホルムアミドの35－65％の線状変性剤
濃度勾配｛100％変性剤は7Mの尿素と40％（w／v）のホルムアミドを含む｝がっいた6．5％
（w／v）ポリアクリルアミド（37．5：1アクリルアミド：ビスーアクリルアミド）を用いた．18ev，
60℃で4時間泳動したのち，エチジウムプロミドで染色した．DNAの抽出・精製，　PCR，及
びDGGEは，試料ごとに2連で行った．
2－1－6　C／N比の分析
　70℃で一昼夜風乾した各発酵段階の堆肥にっいて，（財）日本食品分析センターにC／N比
の分析を依頼した．同センターでは，CHIiKIコーダー（MT－6，柳本製作所）を用いて分析を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　・16・
行った．
第二節　結果
2－2－1堆肥発酵工程中の温度とC／N比の変化
　常用としている堆肥発酵を用い，工程中の温度およびC／N比を測定した．堆肥製造の準
備期間として，中圧梱包されたバガスを崩し給水して，9日間堆積したところ，堆肥温度
は40℃まで上昇した．次に表2－1に示したとおり，0日目に発酵鶏糞を添加し，堆積した
ところ，8日後に温度が65℃程度に上昇した（図2－1）．さらに11日目に綿実粕を加える
ことで，16日目に温度は70℃以上に達した．綿実粕を11日目および20日目の2回に分け
て添加することで，上昇した温度（70℃以上）は約10日間保持された．その後，複数の切
り返し作業（25日目，30日目，38日目および41日目）や石膏の添加（34日目）を経て，温
度は次第に低くなり，一次発酵終了時（45日目）には約60℃となった．二次発酵の熟成工程
（46日目～53日目）においては，堆肥の発熱はほとんどなく，室温が46～47℃であった
のに対して堆肥温度は50℃であった．
　c／K比については，0日目から16日目まで約90であったが，二度目の綿実粕を添加した
直後の20日目とその5日後の25日目では約60に減少した．その後，二次発酵期間中も含
めて，30日目以降のC／N比は40～50で安定し，堆肥が熟成されたことが示唆された（pa　2
－2＞．
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2－2－2堆肥発酵工程中の糸状菌，一般細菌および放線菌の菌数の変化
　堆肥発酵期間中の微生物数の変化を調べる為，平板培地を用いて，糸状菌，一般細菌お
よび放線菌の計数を行った．発酵期間中の堆肥温度が70℃以上に上昇したこと（図2－　1）
から，培養温度は35℃（◆），50℃（■〉および60℃（▲）で行った（図2－－3）．その結
果，糸状菌は，35℃で生育する中温菌にっいては，積み込み当初（0日目）に多く（2．4×10ワ
g）計測されたが，11日目には3、・3×106／gに減少した．その後，菌数は16H目から54
日目まで，10i～10：／　gで推移した．50℃で培養可能な菌にっいては，中温1生菌と同様に初
期に最も多く計数された（3．　7X　106／　g）が，11日目，16目目と減少し，20日目から54
日目までは1．3×105～4．2×105／gであった．一方，一般細菌および放線菌の計数結果は，
糸状菌と大きく異なった．一般細菌の計数値は発酵期間を通して107・Vlos／gで，糸状菌の
100－1000倍であった．また，培養温度にかかわらず，一般細菌数は，堆肥のC／N比が50
程度に安定した30日目に最大となった（図2－2および2－3）．また，中温性菌数（35℃
で培養）は，発酵期間を通してエ09L／g台であり，50℃および60℃で培養したときよりも，
常に約10倍の値を示した．一方，放線菌数は10c’～107／　gであり，一般細菌の工0分の1程
度であった．興味深い点としては，放線菌は一般細菌と異なり，50℃で培養した場合の計
数値が，堆肥のC／N比が50程度に低下した30日目および二次発酵殺菌作業直前の45日目
に最大となったことが挙げられる（図2－2および2－3）．
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2－2－3　発酵段階の異なる堆肥を用いたヒメマツタケの発生
　ヒメマツタケの栽培に用いる堆肥の最適な発酵日数を検討する為様々な発酵段階の堆
肥を用いてヒメマツタケの栽培を行い，収量の比較を行った．その結果，発酵初期（O～16
日目）の堆肥ではほとんど子実体発生が見られなかったが，発酵20日目から30日目の堆
肥にかけて子実体収量が増加した．C／N比が40から50程度に低下した30～38日目の堆肥
を用いた場合には，ビン1本当たり30gの高収量が得られた．しかし，41日目は25．9g
と減収に転じ，45日目には19．4gに低下した（図2－4＞．
2－2－4　DGGE法による細菌フローラの解析
　発酵工程での堆肥中の細菌フローラの変化を観察するため，細菌に特異的なプライマー
を用いて，PCR－DGGE法によって解析を行った．その結果，発酵開始後30日目までは，採
取日ごとに電気泳動パターンに大きな違いが観察され，フローラが大きく変化したことが
明らかとなった（図2－5）．しかしながら，発酵開始後30日目以降，バンドパターンに大
きな変化はなくなり，細菌フローラが安定したことが示唆された．また，30日目以降に特
異的に検出されるバンドがいくっか観察された（図2－5中の矢印）．
第三節　考察
　堆肥化には，原料中に存在するきわめて多種類の微生物群がかかわり，主役となる微生
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物のグループが交代しながら進んでゆく（藤原2003）．マッシュルーム栽培用堆肥で生育
する微生物にっいては，ある程度知見が得られてきている為（橋本，1987），これらを参考
として，2005年冬に製造したヒメマツタケ栽培用堆肥中の一般細菌，糸状菌および放線菌
の推移を追跡したところ，主要な微生物は，発酵初期から後期にかけて，糸状菌→一般細
菌→放線菌へと推移した．堆肥温度が70℃以上に上昇した後，糸状菌および一般細菌は減
少に転じたのに対して，放線菌は45日目に向けて再び菌数が増加したことから，後半は放
線菌が優先的になって発酵が進行したと考えられる．注目すべきは，一般細菌および放線
菌は発酵30日目，糸状菌は34日目にすべての培養温度帯で計測値が増加したことである．
これは，30日目あるいはそれ以前の堆肥中に，これらの微生物が増殖するための栄養源・
エネルギー源が豊富に生じたためであろう．発酵30日目以降のC／N比が40～50の値で安
定したことから，これ以降は，微生物の代謝や増殖は滞ったと考えられる．また，PCR－DGGE
法による細菌フm・一一ラの解析では，発酵30日目を境にしてバンドパターンがほとんど変化
しなくなった．これは，30日目以降細菌フローラが安定したことを示しており，C／N比と
同様，30日目を境に発酵の進行が鈍くなったと考えられる．一方で30日目以降に特異的
に発現したバンドも数本見られた．
　発酵段階別の堆肥を用いたヒメマツタケ発生試験の結果，発Ut　3⑪日目以降，子実体収量
はビン1本当たり309以上であり，生産現場で設けている基準よりも高い水準で安定した・
このことから，30B目に増加した一般細菌および放線菌の代謝産物，あるいは増加した微
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生物自体をヒメマツタケが資化して菌糸を伸長させ，子実体を形成したと考えられる．一
方，41日以上発酵させると減収傾向になった．41日目では堆肥中の栄養分は微生物によ
り再び利用された為に減少したか，あるいは発酵進行とともに腐植が蓄積し，これらの要
因がヒメマツタケの発生に影響を及ぼしたのではないかと考えている．
　一方，30日目よりも若い未熟な堆肥を使用した場合，子実体収穫開始が遅れ，結果とし
て収量は低い水準に留まった．目視観察では，未熟な堆肥を用いた場合は覆土後しばらく
の間堆肥内でヒメマツタケ菌糸の蔓延が進み，その後原基形成に移行するように見受けら
れた．この結果から，未熟な堆肥を使用した場合は，菌廻りと発酵が同時に進行し子実体
を発生させることは出来るが，高収量を得る為には30日以上の一次発酵期聞が必要と考え
られる．以上のように，発酵30日目を境として微生物数の増加，C／N比の安定，細菌フロ
ーラの安定，および，子実体収量の増加との問に関連が見られたことは非常に興味深い知
見である．
　また，今回（2005年冬）の製造においては，発酵30日から38日目の堆肥は，ヒメマツ
タケ生産に使用可能であると考えられ，30日目の堆肥に二次発酵熟成処理を施せば，さら
に増収が見込めるかもしれない．そこで，生産現揚での応用を考慮した，二次発酵処理を
施した堆肥を用いての再現性確認実験の必要性が示された．また，一連の実験を通して，
堆肥熟度の判定方法のひとっとして，細菌フローラの活用が可能であることが示唆された．
今後の展望として，ヒメマツタケ収量が最高になった時点に特異的に発現する微生物の消
・21一
長を指標として，C／N比や五感による判断とは別に，堆肥熟度の簡易な判定方法を確立で
きるものと期待している．
・22・
表2－12005年冬の栽培用堆肥の製造工程表
日数 工程
一次発酵 0 発酵鶏糞添加（300kg）
11 切り返し（綿実粕150kg添加）
16 切り返し
20 切り返し（綿実粕玉50kg添加）
25 切り返し
30 切り返し
34 切り返し（石膏60kg添加）
38 切り返し
41 切り返し
45 床入れ
二次発酵 46 常圧殺菌（57℃、5時間）
47 熟成開始
53 熟成終了
54 接種
一23一
80
　　70
－609）50
唄40
田30
糊20
10
0
2225
日数
28　31　34　　37　40　43
図2－1．2005年冬の堆肥一次発酵過程における温度変化
　堆肥中の任意の2箇所の測定値を▲および■で示した
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図2－2．2005年冬の堆肥一次発酵過程におけるCIN比の変化
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図2－3．2005年冬の堆肥一次発酵過程における糸状菌（A），一般細菌（B）、
　　　　　　　　　および放線菌（C）のコロニー数の変化
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図2－4．2005年冬の堆肥製造過程でのヒメマツタケの子実体収量
　　　　　　　　誤差範囲は標準偏差を示す
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図2－5．2005年冬の堆肥製造過程における細菌フローラの変化
　図中の矢印は30日以降に現れたDNAバンドの位置を示す
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第三章　細菌フローラー致の再現性の検証および熟度指標となりうる細菌の探索
　第二章では，ヒメマツタケ栽培用堆肥の発酵工程を通じて，ヒメマツタケ子実体収量が
高水準で安定する時期と，C／N比が安定した時期，および細菌フローラが安定した時期が
一致したことを述べた．しかし，堆肥の発酵は外気温などの諸要因によって進度や出来が
大きく左右される．そこで本章では，夏季および冬季の堆肥製造において再現性を調べる
ことを目的として，積み込み量，切り返し間隔および製造期間を変えて実験を行った．
第一節　材料および方法
3－1－1堆肥の製造
　記載された方法（多田ら，2007）に従って，2005年6月～8月（以下，2005年夏）およ
び2006年1月～3月（以下，2006年冬）にかけて，堆i肥を製造した（表3－1）．2005年
夏および2006年冬の製造条件の詳細は下記の通りである．［2005年夏］一次発酵：イン
ドネシア産バガス1トンに発酵鶏糞100kgおよび綿実粕100kgを順次添加，含水率約75％
になるように加水し，高さ約1．5mに堆積した．2～3日間隔で6回切り返しを行って原料
を十分混合するとともに発酵を均一にし，28日目に床入れを行った．この間，生成したア
ンモニアを安定化させるために，24日目に石膏を20kg添加した．：一次発酵：床入れ後，
生蒸気を菌舎内に導入することで57℃，5時間殺菌を行い，次いで50℃で7日間熟成させ
て堆肥を完成させた．［2006年冬］一次発酵：インドネシア産バガス3トンに発酵鶏糞300kg
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および綿実粕300kgを順次添加，含水率約75％になるように加水し，高さ約1．5mに堆積
した．3～4日間隔で7回切り返しを行って原料を十分混合するとともに発酵を均一にし，
40日目に床入れを行った．この間，生成したアンモニアを安定化させるために，33日目に
石膏を60kg添加した．二次発酵は，2005年夏に準じて行い，50℃での熟成期問を8日間
とした．いずれの製造においても，一次発酵の堆積期間中，任意の2箇所において深さ約
30cmの部分の堆肥温度を測定し，温度変化を追跡した．
3－1－2　微生物検査用堆肥の採取
　切り返し（上述「堆肥の製造」を参照）のたびに，10箇所から無作為に採取した堆肥を
混合して4℃で保存し，床入れ時に菌舎に移動して二次発酵処理後，そこから10gを無菌
サンプルバッグに分取して試験に供した．すぐに試験できない揚合は，4℃あるいは一20℃
で保存した．
3－1－3　堆肥中の微生物の計数
　無菌サンプルバッグに採取した堆肥109を滅菌水90mlに懸濁し，これをさらに段階的
に希釈して10－6液に調製した．堆肥懸濁希釈液をローズベンガル培地（糸状菌用）および
HV培地（放線菌用）に塗布し，またYG培地←一般細菌用）には混釈とし（土壌微生物学
研究会編，1992），それぞれ35℃，50℃および60℃で培養を行った．糸状菌および一般細
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菌は2日後，放線菌は5～10旧後に形成したコロニーを計数し，乾燥堆肥1gあたりの菌数
を求めた．
3－1－4　子実体発生試験
　2005年夏に製造した堆肥を用いた試験では，切り返し毎に採取した堆肥をプラスチック
製の籠（内寸58×42×19（cm））各1個に13kg充填して二次発酵処理（前述「堆肥の製造」
参照〉を施した．30℃以下まで冷却した堆肥に，予め調製しておいたヒメマツタケ「岩出
101株」種菌を接種し，25℃で1ヶ，月間菌廻しを行い菌糸が蔓延したのを確認後，予めpH7
～8に調整しておいた山土を用いて厚さ5～6cmになるように覆土を施した．2006年冬に
製造した堆肥では，切り返し毎に採取した堆肥に二次発酵処理（前述「堆肥の製造」参照）
を施し，発酵段階別に5～6枚のキノコ栽培用ビニール袋に2kgずっ充填した．以降，2005
年夏と同様にして種菌の接種，菌廻しおよび覆土を行った．2005年夏，2006年冬のいずれ
の場合も，子実体発生時には，菌舎内を温度22～26℃，湿度90％以上，CO2濃度1，000PPm
以下になるように管理した．各発酵段階の堆肥において，2005年夏の試験は6回，2006
年冬は9回の収穫を行って子実体の生重量を測定し，それぞれ，1回の収穫での生堆肥lkg
あたりの平均収量を求めた．また，2006年冬の試験は標準偏差を算出したt
3－1－5　C／N比の分析
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　二次発酵処理を施した各発酵段階の堆肥について，70℃で一昼夜風乾後，CRコーダーを
用いてC／N比を算出した．
3－1－6　細菌フローラの解析と細菌の探索
　細菌フローラの解析は，第二章第一節（15～16頁）の方法に従い，PCR－DGGE法によっ
て行った．PCR－DGGE法によって検出された特定の細菌の同定方法は下記のとおりである．
アクリルアミドゲルから，目的のDNAバンドをミクロスパーテルで切り取り，ゲル片をミ
クロチュー一ブに移し，TE緩衝液（Sambr。。k　and　Russell，2001）を50μ1加え一一20℃で
保存した．この溶液をPCRの鋳型とし，　PCR反応　［（95℃5分）1サイクル，（93℃30秒，
67℃　30秒，72℃　30秒）32サイクル，（72℃　2分）1サイクル］を行った．4°t6アガロー
スゲルでDNA断片増幅を確認後，　DGGEを再度行い目的の位置のDNAバンドが増幅されてい
ることを確認した．目的以外のDNAバンドも増幅されている場合は，上記の操作を繰り返
し行った．目的のDNA断片は，　Wizard　SV　Gel　and　PCR　Clean－Up　system（プロメガ）を用
いて精製したのち，pGEM－T　Easy　Vector　System（プロメガ）を用いて，ライゲーションし，
大腸菌（JM109株）を宿主としてクローン化した．得られた組換え大腸菌から，　GeneElute
Plasmid　Miniprep　Kit（シグマ）を用いてプラスミドDNAを抽出した．塩基配列は，　CEQ8000
（ベックマンコールター）を用いて決定した．
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第二節　結果
3－2－1堆肥製造工程中の温度とC／N比の変化
　夏季および冬季の気候特性を考慮して立案した製造計画に沿って，2005年6月～8H（以
下，2005年夏）および2006年1月～3月　（以下，2006年冬）にかけて，堆肥製造を行っ
た（表3－1）．2005年夏の堆肥製造では，予備加湿のためにバガスに吸水させ7日後に発
酵鶏糞を添加したところ，4日目に堆肥温度は70℃以上に上昇した．次に，7日目に綿実
粕を添加したところ一時的に80℃近くまで上昇したが，15日目には約65℃に低下した．
17日目に再び綿実粕を添加することで，再度70℃近くまで上昇したが，24日目の石膏添
加後は28日目の床入れまで，約65℃で推移した（図3－1（A））．また＝．次発酵後の堆肥の
CIN比については，　O～10日目は30～50と高値であったが，14日目以降は30前後に低下
した（図3－2（A））．一方，2006年冬での製造では，予備加湿のためにバガスに吸水させ3
日後に発酵鶏糞を添加したところ，9日目に約60℃に達した．次いで11日目に綿実粕を添
加することで，14日目に70℃以上に達した．綿実粕を2回に分けて添加することで，上昇
した温度（70℃以上）は12日間保持された．その後，複数の切り返し（24，29，および
38日目）や石膏の添加（33日R）を経て，温度は次第に低くなり，一次発酵終了時には約
60℃となった（図3－1（B））．　二次発酵の熟成工程において，11日目の堆肥は熟成開始直
後から白色糸状菌の繁茂が顕著だったが，15日目以降の堆肥では繁茂の程度が低下したよ
うに観察された．また，11日目および15日目の堆肥（とくに11日則は強いアンモニア
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臭を発していたが，熟成の進行とともに消失した．C／N比は，19日目以降，24・N29の範囲
で安定した，19～24日目を境に，発酵が安定してくることが示された（図3－一一3（A））．
3－2－2　発酵段階の異なる堆肥を用いたヒメマツタケの子実体収量
　予め二次発酵処理を施した様々な発酵段階の堆肥を用いてヒメマツタケの栽培を行い，
1回の収穫あたりの収量の比較を行った．その結果，2005年夏の堆肥では，発酵0，7日
目の堆肥からは生堆肥1kgあたり約7．4gの子実体を得たのに対して，10日目から21日目
の堆i肥では，約99以上の高収量を得たが，24日目には7．89程度と減収になった（図3
－2（A＞）．一方，2006年冬の堆肥では，発酵0日目の堆肥では子実体収量は僅かであった
が，11日目，15日目にかけて収量が増加した．堆肥のC／N比が24－－29で安定した19日目
から38日目の堆i肥では，生：堆肥工kgあたり16　g前後の安定した高収量を得た．しかし，
40日目には約ユ4gと減少した（図3－3（A））．
3－2－3　堆肥製造工程中の糸状菌，一般細菌および放線菌の菌数の変化
　堆肥発酵期間中の微生物数の変化を調べる為，各発酵段階の堆肥に二次発酵処理を施し
たものを用いて，平板培地によって糸状菌，一般細菌および放線菌の計数を行った．2005
年1月～3．月（以下，2005年冬）に製造した堆肥の解析（多田ら，2007）と同様に，培養
温．度は35℃（◆），50℃（■）および60℃（▲）で行った（図3－4＞．2005年夏の堆肥製造
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工程では，糸状菌数は，35℃，50℃での計数では発酵7日目に最大となり（35℃：2．7×
105／g；50℃：1．3×1　Oc’／g），その後減少した．培養温度60℃では糸状菌は検出されなかっ
た．また，全般的に35℃よりも50℃で検出される菌数のほうが多かった（図3－－4（A）－1）．
一般細菌数，放線菌数は，35℃および50℃で培養した場合，常に糸状菌数の100～1，000
倍であった．その中で，細菌数は，35℃および50℃での計数では，それぞれ17日目（2．　7
×10s／g）および21日目（1．8　×　108／g）に最大となった．放線菌数は，35℃培養では28日
目（2．0×1　Os／g）に，50℃培養では10日目（8．　8×10s／g＞に最大となった．培養温度60℃
では，35℃，50℃と比べると菌数の増減が大きく，一般細菌，放線菌ともに21日目に最大
値が計数された（図3－－4（A）－2，3）．一方，2006年冬では，2005年夏と同様に60℃では糸
状菌は検出されず，35℃および50℃で，発酵初期の11日目に最大数となった後は減少し
た．2005年夏と異なる点は，発酵期間ほぼ全般にわたり，35℃で検出された菌数が50℃で
の数を上回ったことである（図3－4（B）一工）．一般細菌，放線菌の計数値が糸状菌の約100
倍である傾向は2005年夏と同様であった．一般細菌は発酵前半期に菌数の変動が大きく，
50℃および60℃において11日目，19日目に極大となったが，35℃では0日目がもっとも
多く3×10s／gを示した．その後は各温度帯ともに，徐々に菌数は減少した．放線菌数は，
35℃および50℃で15日目から24日目にかけて最高（35℃：2．1×10s・・h－3．　7×　10s／g；50℃：
4．4×　10s・－6．6XIO8／g）となり，その後減少した．60℃においては，発酵初期（1工，15日
目）は一般細菌などとの競合のために検出が困難であったが，33日目に最高値2．5×10▽9
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となった（図3－－4（B）－2，3）．2006年冬の堆肥での糸状菌数および2005年夏での一般細菌
数を除き，菌種を問わず35℃，60℃と比較して50℃で検出される菌数が総じて多かったこ
とが特徴である．また，2005年夏および2006年冬ともに，発酵期間を通じて，60℃にお
いては一般細菌数が放線菌数を上回ったのに対し，50℃においては放線菌の方が多く検出
された．35℃においては，2005年夏では一般細菌が放線菌と同等か多かったのに対し，2006
年冬では放線菌数が一般細菌数を上回った．
3－2－4堆肥製造工程中の細菌フローラの解析
　2005年冬に製造した堆肥では，C湘比が安定し，かっ，子実体の高収量が得られる時期
に出現する細菌由来のDNAバンドが検出された（多田ら，2007）．この結果の再現性を調べ
るため，2005年夏および2006年冬に製造した堆肥についても，PCR－DGGE法によって，一
次および二次発酵後の細菌フローラを解析した．その結果，いずれの場合にも，堆肥のC／N
比が安定し，かつ，子実体の高収量が得られる時期には，DNAの電気泳動パターンが類似
しており，細菌フローラが安定化していることが判明した（図3－2BCおよび図3－3BC）．
特に，二次発酵後の堆肥では，子実体収量が高いレベルで安定した時期と細菌フローラの
安定時期が一致した（図3－2AC及び図3－3AC）．ヒメマツタケの栽培に用いた堆肥は二次
発酵（7～8日間）後のものであるためと考えられる．また，細菌フローラの安定化に伴っ
て増加する顕著なDNAバンドが観察された（図3～2BCおよび図3－3BCの矢印）．
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　子実体収量の増加に・…一…致して増加するこれらの細菌由来のDNAバンドが，製造バッチが
異なる3つの堆肥において同一であるかどうかを調べるため，泳動パターンの比較を行っ
た（図3－5）．その結果，製造バッチが異なるにもかかわらず，十分に熟した堆肥中の細
菌フローラは互いに類似していることが判明した．また，2005年夏に製造した堆肥で観察
されたa，b，　cに相当するDMバンドが，すべての熟成堆肥で観察された（図3－5の矢印）．
3－2－5　堆肥の熟度の指標となる細菌の探索
　図3－2および図3－－5のa，b，　cで示したDNAバンドが由来する細菌を調べるため，こ
れらのDNAバンドからDNA断片を回収し，クローニングした後に塩基配列を決定した．そ
の結果，バンドaの塩基配列は，グラム陰性細菌のα一プロテオバクテリアに属する
／？osθomonas　sp．1LOTM4株と97％の相同性を示した．また，バンドbとcはそれぞれ，放線
菌（グラム陽性細菌M6孟加o加撹θr加加sp．　WJ25株と光合成細菌i？oseifl　eA”us　castenholzii
と93％および92％の相同性を示した．
第三節　考察
　2006年冬に製造した堆肥は，一次発酵19日臼に次発酵を合わせると27日目）以降に，
2005年と同様，子実体収量が高水準で安定し，C／N比も安定した．また，微生物数は同程
度あるいは減少に向かい，細菌フローラも安定した．2005年冬の堆肥では，一次発酵30
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日目（二次発酵処理なし）以降に同様の結果が得られた．この点を考慮すると，2006年
冬の堆肥製造では，2005年冬の結果（第二章）について，発酵日数も含めて良好な再現性
が得られたと言える．
　一方，2005年夏製造堆肥での糸状菌数の推移は冬製造堆肥と同じ傾向であったが，一般
細菌および放線菌の数は，冬製造堆肥では発酵中期以降菌数が安定したのに対し，夏製造
堆肥での一般細菌数は，発酵中期から後期にかけても増減の幅が大きかった．また，放線
菌は35℃，50℃において発酵期間を通じて菌数が安定したが，60℃で培養される菌は21
日目に最高値を示した．C／N比は，2005年冬および2006年冬と比較すると，切り返し毎の
値の上下がやや大きかった．また子実体は，冬の場合と異なり，発酵初期においてもある
程度の量が収穫でき，最高収量となった17日目とO日目との差は約L4倍にとどまった．
このように，冬に製造した堆肥では，C／N比や子実体収量の顕著な変化で堆肥熟度を判別
することが出来たが，2005年夏では，明確な判別は困難であった．しかしながら，C／N比
と子実体収量が高水準で安定する時期が，細菌フローラの安定時期と一致した点において
は，2005年冬・2006年冬と2005年夏の問で共通性が認められた．
　子実体収量に着目すると，2005年夏の堆肥では一次発酵10～21日目，2006年冬では19
～38日目に高水準で安定している．これらの結果から，一次発酵を夏では10日間，冬で
は19日間取れば十分な収量を確保できると考えられ，旧来の一次発酵期間を短縮できる可
能性が示された．これに関しては，第二章（2005年冬）でも同様の傾向が認められている．
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　以上より，C／N比および子実体収量が高水準で安定する時期と細菌フローラが安定化す
る時期が一致した点で，第二章の結果と合わせて3回の堆肥製造において再現性が得られ
たと結論付けられた．さらに，i3回の堆肥製造を通じて，細菌フローラが安定化した時期
以降に共通する3種類の細菌（それぞれRoseomonas，　A　c　tin　obac　teifii　um，　Roseif1　exusに近
縁）が見出された．これらの細菌は，ヒメマツタケ栽培用堆肥の熟度判定指標としてのみ
ならず，発酵促進剤としての応用も考えられる．
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表3－－12005年夏（A）および2006年冬（B）の堆肥の製造工程
A） 日数 工程
一次発酵 0 発酵鶏糞100kg添加
7 切り返し（綿実粕50kg添加）
10 切り返し
14 切り返し
17 切り返し（綿実粕50kg添加）
21 切り返し
24 切り返し（石膏20kg添加）
28 床入れ
二次発酵 29 常圧殺菌（57℃、5時間）
30 熟成開始
36 熟成終了
38 接種
B） 日数 工程
一次発酵 0 発酵鶏糞300kg添加
11 切り返し（綿実粕150kg添加）
15 切り返し
19 切り返し（綿実粕150kg添加）
24 切り返し
29 切り返し
33 切り返し（石膏60kg添加）
38 切り返し
40 床入れ
二次発酵 41 常圧殺菌（57℃、5時問）
42 熟成開始
49 熟成終了
52 接種
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図3－i．2005年夏（A）および2006年冬（B）の堆肥一次発酵工程における温度変化．
　　　　　　　堆肥中の任意の2箇所の測定値を◆および國で示した．
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図3－4－（A）2005年夏製造堆肥の発酵過程における糸状菌（1），一般細菌（2）
　　　　　　　　　および放線菌（3）のコロニー数の変化
　　　　35°C（◆）、50°C（■）および60°C（▲）で培養した際の計数値．
　　　　　それぞれ，二次発酵処理を施した堆肥について測定した．
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　　　　　　図3－5，製造バッチが異なる熟成堆肥の細菌フローラの比較
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第四章　細菌株の分離と同定，及び，ヒメマツタケの増殖効果
　第二章と第三章では，冬季2回，夏季1回製造した合計3っの異なるロットの堆肥を用
いた実験によって，子実体の収量が高水準で安定する時期に，堆肥中の細菌フローラが安
定することが再現性を伴って示した．また，安定した細菌群集構造中の優先種が，製造ロッ
トの異なる3つの堆肥で共通していることが明らかとなった．
　本章では，これらの細菌優先種の分離を目指し，成熟した堆肥から微生物株の分離を行
った．また，塩基配列情報によって分離菌株の同定を行った．さらに，分離された細菌種
のヒメマツタケへの影響を調べることを目的とし，ヒメマツタケの増殖に与える分離菌株
の効果を調べた．
第一節　　材料および方法
4－1－1微生物の分離
　第二章「堆肥中の微生物の計数」で寒天培地上に検出した微生物のうち，子実体収量が
高水準で安定した，一次発酵日数30日目以降のものを対象として微生物株を分離した．
一般細菌の分離にはYG培地，放線菌にはHV培地またはYG培地を，糸状菌にはローズ
ベンガル培地または100ppmクロラムフェニコール入りPDA培地を用いた．微生物の培
養温度は，それぞれ，計数時と同じにした．単一コロニーと思われるものから釣菌して新
しい平板培地に画線接種し，数日問培養後，再生したコロニーが純粋であることを確認し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・47・
た．さらに，それらを新しい斜面培地に画線接種し同様の培養操作を繰り返し，純粋な微
生物標品を作製した．分離・純化に成功した菌株標品は，4℃で保存した，
4－1－2　分離菌株の同定
4－1－2－1菌株
　　菌株は2005年冬製造堆肥のうち，CIN比が安定した日（30日目）以降の堆肥から分離さ
れたものである．YGスラント培地，　HVスラント培地，ローズベンガル（RV）スラント培
地に植菌されたものを使用した．4℃下に保存し，取り扱う際は必ず無茜操作を行った．
菌株の詳細を以下に示した．
4－1－2－2　培養
　一般細菌の分離にはYG培地，放線菌にはHV培地を，糸状菌にはローズベンガル培
地を用いた．YG培地，ローズベンガル培地で培養したサンプルは2日問，　HV培地で培
養したサンプルは5日間から10日間培養した．いずれも分離された時と同じ温度条件く表
4－1）で培養した．
4－1－2－－3　微生物株からのDNA抽出
　プレート上の菌体をミクロスパーテルでかき取リチューブに移したLDNAの抽出は
FastDNA⑱SPIN　Kit　fbr　soi1（Q・Bio　gene）のプロトコルに従って行った・ただし，キッ
　トに含まれるDES試薬は65℃に保温したものを使罵した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－48・
4－1－－2－4　16S　rDNA断片のPCRによる：噌幅
　　細菌株については，プライマーPRUN518r（5’・ATTACCGCGGCTGCTGG・3・）と
　PRBA341f（5’・ACTCCTACGGGAGGCAGCAG－3’）を用い，16S　rDNA可変領域V3領域
　（大腸菌のナンバリングで341bp～518bpの領域）を増幅した．一一方，糸状菌株にっい
　ては，プライマーNL・4（5’・GGTCCGTGTTTCAAGACGG－3’）とLROR
　（5’－ACCCGCTGAACTTAAGC－3’）を用い，28S　rDNAのDl／D2領域を増幅した．増幅
　反応にはExTaq　DNAポリメラーゼ（Takara　bio）を用いた．細菌の16S　rDNA断片を
増幅する際には，95℃5分で鋳型を変性させた後，93℃30秒，67℃30秒，72℃30秒を
32サイクルさせ，最後に72℃2分伸長反応を行った．一方，糸状菌のDl／D2領域を増
幅する際には，95℃5分で鋳型を変性させた後，93℃1分，54℃1分，72℃1分30秒を
32サイクルさせ，最後に72℃2分伸長反応を行った．DNA断片の増幅は，アガロース
ゲル電気泳動によって確認した．
4－1－2－5　塩基配列の決定
　PCR産物をWizard⑪SV　Gel　and　PCR　Clean－Up　System（Promega）を使用して精製
した後，プラスミドベクターpGEM・T　Eazy（Promega）を用いてクローン化した．目的
のプラスミドをもっ大腸菌形質転換体から，GenElute”iPLASMID　MINI－PREP　I〈IT
（SIGMA）を用いてプラスミドを調製した．得られたプラスミドは，260　nmでの吸光度
に基づいてDNA濃度を算出し，サイクルシーケンス反応に供した．サイクルシーケンス
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反応は，DTCS　Quick　Start　Master　Mix（ベックマンコールター）を用いて行った．サ
イクルシーケンス反応後，精製操作を行い，CEQ8000（ベックマンコールター）によっ
て塩基配列を決定した．得られた塩基配列情報をGenetyx　ver．4（日本ジェネティクス）
を用いて連結し，最終的な塩基配列とした．塩基配列の相同性は，BLAST検索によって
行った．
4－1－3　分離細菌のヒメマツタケの増殖への影響の有無
　ヒメマツタケは岩出101株（岩出菌学研究所）を使用した．本実験では細菌フローラ安定
後の堆肥から分離された細菌株9株（①A　cin　e　tobacter　sp．21405株，②．4cinetobacter　sp．
31005株，③Baeillus　sp．31015株，④Bacmuus　sp．31003株，⑤Koeuria　sp．21406株，
⑥Microbisρoi’a　sp．21411株，⑦Pse　udon　oeardi’a　sp．21415株，⑧醜塑ρ60myoθ5　sp．21414
株，⑨Strep　tosρOl・angia　eeae　sp．21412株；菌株の詳細は表4－3を参照）を使用した。い
ずれも，10％グリセロール溶液に懸濁し一80℃で保存したものを用いた．
　PDA培地の中央に，滅菌したセロハン膜（直径6cm）を載せ，その中央に約5mm四
方の大きさに切断したヒメマツタケ菌糸（PDA培地で前培養）を植菌した．また中央から
3．5cm離れた位置に，長さ約4cmとなるように線状に細菌を塗布した．25℃，16～20日
間培養し，セロハンごとヒメマツタケ菌糸の湿重量を測定した．1つの被験菌にっき4連
ずつ培養試験を行った．
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第二節　結果
4－－2－12005年冬製造の堆肥から検出した微生物の分離
　一次発酵30日目以降は，子実体収量が高水準で安定したことから，キノコ栽培に十分
な熟度の堆肥と判断される．これらの十分な熟度となった堆肥に存在する微生物の分離を
行った．分離に際しては，形成したコロニーを目視観察によって，形状でグループ分けを
行い，その上で分離操作を行った．一般細菌は，コロニー形状を10グループに分けたが，
このうち，培養温度50℃で2っ，35℃で2っの合計4つのグループは，発酵30日目以降
の堆肥で，常に検出された．これらのうち，培養温度35℃で5菌株，50℃で4菌株の分
離に成功した（表4・2－A），放線菌は，6グループの形状に分かれたが，これらのうち5つ
のグループは，発酵30日目以降常に検出された．35℃で7菌株，50℃で7菌株の分離に
成功した（表4－2・B）．糸状菌は，8パターンに分けたが，このうち，35℃，50℃それぞれ
1っずつの形状のグルー一一一一プが発酵30日目以降常に検出された．35℃で5菌株，50℃で1
菌株のみ，分離に成功した（表4－2－C）．
4－2－2分離微生物株ρ同定
　分離された微生物株のうち，細菌（放線菌を含む）22株と糸状菌5株にっいて，16S　rDNA
のV3領域あるいは26S　rDNAのD1／D2領域の塩基配列を決定した．得られた塩基配列の
相同性検索結果に基づいて，分離微生物株の同定結果を表4－3に示した．細菌22株のう
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ち，7株は放線菌Streρtom7ees　thei’niodiasta　tieus　NAR85株の配列と完全に一致したこ
とから，Streρtomycθs属と同定した．4株はStreptosρot’angiaeeaθ科に属する放線菌株
KACC20141の塩基配列と完全に一致し，属レベルまでは同定できなかったが，
Streptospol’angiaceae科に属する放線菌であると同定された．また，2株は放線菌
Mici’obisρora　bispoi’aの酉己列と完全に一致したことから，　Mici’obisρ02’a属と同定された．
1株は放線菌」偽θロdo幻ooヨ1τ加thermoρhila　lMSNU　20112Tと99％一致し，
Pseudonocai・dia属と同定された．さらに，1株は放線菌Koeuria　rosea　Muzt・B9の酉己列
と100％一致し，Kocuria属と同定された．このように，同定作業を行った22株のうち，
15株が放線菌であることが判明した．一方，3株はBa　eillus　eoagulans　ATCC7050および
Ba　eillus　lieh　enifb2’mis　AU　55　13Bとそれぞれ98％と100％一致し，　Bacillus属と同定され
た．残りの3株はAcinetobaetei・属細菌株と99～100％一致し，　Acinetobactei’属と同定
された．
　一方，同定作業を行った糸状菌株5株は，いずれも子嚢菌魚1η∫oo拍insolensと99％
の一致を示し，Humieola属に属することが判明した．
4－2－3　分離細菌株のヒメマツタケの増殖への影響
　同定作業を行った分離細菌株22株のうち，Acinetobaeter　sp．21405株と31005株
Baeilius・p．31003株と31015株，　K・・u・’ia・P、　21406株，泌伽乃卸・ra　sp・　21411株・
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Pseudonocat’dia　sp．21415株，　Streptomyees　sp．21414株，　Streptosporangゴaeeae科
21412株の計9株について，ヒメマツタケ菌糸の±曽殖への影響を調べた．ヒメマツタケ菌
糸の増殖は，湿重星によって測定した．その結果，9株中8株は，ヒメマツタケの菌糸重
量には影響を及ぼさなかったが，Acin　e　tobaete1・　sp．21405株存在下では，湿、重量が平均し
て150％となった．なお，コントロールには細菌は接種せずヒメマツタケのみを培養し，1
枚の寒天培地上で形成させたコロニーの菌糸体湿重量（セロハン膜を含む）を100％とし
た（図4－1）．
第三節　考察
　2005年冬製造堆肥において，子実体収量および細菌フローラが安定化した発酵段階以降
のサンプルから，細菌，糸状菌，放線菌の分離および同定を行った．微生物の寒天培地上
コロニーの形状パターン分け（表4－2A，BおよびC）と，分離微生物の相同性検索結果
（表4－3）を照合した結果，放線菌3種：Streρtomyces　the1’modi’astatieus　NAR85（①，
⑭，⑯に相当），Streptospoi’an8aiaceae　str．　KACC　20　141（⑫，⑬に相当），、猛かo硬ρo盟
bisρoi’a（⑪に相当），細菌3種：Bacillus　lieheniforinis　str．　AU5513B（③に相当），
孟o加θ励80孟θrsp．　An9（⑤に相当），　Acinetobaetei・　sp．　LUH4547（⑤，⑧に相当），糸状
菌1i種：、Uumico？a　inso7ens（21に相当）と近縁の微生物が，この発酵時期においてほぼ
常に検出されていると推定された．
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Baei71us　eoagulans，　Baeillus　liehenifo2’niis，　Humieola　insO／en　sはマッシュルーム栽培
用堆肥からも見出されている（橋本，1992）が，放線菌および好熱放線菌にっいては，マ
ッシュルーム堆肥と共通の菌は検出されなかった．Humicola　isolensは二次発酵工程中で
優勢となり，この菌体をマッシュルーム菌は摂取することができる（橋本，1987）とされ
ている．マッシュルーム栽培用堆肥においては，とくに二次発酵の熟成工程がマッシュル
ームのえさとなる栄養分を蓄積する過程として重要である．そのため，有用な好熱菌や好
熱放線菌の生育が旺盛になるように，堆肥温度が45℃～53℃になるように調節するのが良
いとされる（橋本，1987）．これに倣うと，ヒメマツタケ栽培用堆肥から検出された微生
物のうち，50℃で生育できるStreptospoi’angiaceae　str．21412株他，　Mie2’obisρoi’a
bispora21411株他，、9treptoniyces　th　eヱ’modi’asta　ticus　2　140　1株他，　Baeillus　eoa8ulans　str．
31002株他（表4－3）　らがヒメマツタケの生育環境を構築する主要な役割を担ってい
るのではないかと推測する．
　微生物相において，マッシュルーム栽培用堆肥と共通項が見出せたことで，基本的な発
酵の進行に関しては，ヒメマツタケおよびマッシュルームで似通っていると思われ，また，
ヒメマツタケが堆肥の中で栄養源として摂取しているものもマッシュルームに準ずるもの
であると推測される．今後は，堆肥熟度判定の指標菌として有用なものを特定するために，
更に詳細な検討を行いたい，
　堆肥から分離した細菌のうち，／Acinetobactei’　sp．存在下でヒメマツタケ菌糸体の湿重量
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が増加したという結果は注目に値する．ヒメマツタケは，同細菌が共存することによって
菌糸伸長が促進される可能性がある，
　Aeinetobaetei’　sp．が堆肥中でどのように発酵に関与しているのかを考える．本細菌は培
養温度35℃で検出されているため，一次発酵時には堆肥表面近くの中温度帯で生息してお
り，二次発酵熟成時（約50℃）には一旦休眠状態となるが，発酵終了後堆肥温度が低下し
てから再び活動すると推測される．
　今後，本細菌がヒメマツタケの菌糸伸長を促進するのかどうかを，詳細に検討していく
必要があるが，その際には堆肥抽出液から調製した寒天培地の使用や，堆肥製造時に本細
菌を添加するなどの実験を想定している．
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表．4－1　分離された菌株の詳細
50℃で分離された株 35℃で分離された株
’YG培地 4サンプル 4サンプル
HV培地 7サンプル 7サンプル
ローズベンガル培地 1サンプル 5サンプル
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表4－－2－A2005年冬製造堆肥から検出した一般細菌のパターン分け
50℃ 35℃
堆肥発酵日 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩
30 ○★ ○ ○ ○ ○★ ○★ ○ ○
34 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
38 ○ ○ ○ ○ ○ ○
41 ○ ○ ○ ○
45 ○ ○ ○ ○ ○
54 ○★ ○★ ○★ ○★ O★ ○★
○：観察されたコロニー。★：分離成功菌株。
コロニーの特’
①白色、縁ラフ、類円形、寒天表面に生育
②白色、縁スムース、円形、寒天表面および内部
③白色、大型、類円形
④黄色、縁スムース、円形、寒天表面および内部
⑤白色、縁スムース、円形、寒天表面および内部
⑥黄色、縁スムース、円形、寒天表面および内部
⑦榿色、縁スムース、円形、寒天表面および内部
⑧淡い色、不定形、寒天表面
⑨不定形
⑩ベージュ色、円形
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表4－2－－B2005年冬製造堆肥から検出した放線菌のパターン分け
50℃ 35℃
堆肥発酵
@日数 ⑪ ⑫ ⑬ ⑭ ⑮ ⑯
30 ○★ ○★ ○ ○★ ○★ ○★
34 ○ ○ ○★ ○ ○ ○
38 ○ ○★ ○ O ○★
41 O★ ○ ○ ○ O ○★
45 ○ ○ ○ ○ ○ 0
54 ○★ ○★ ○★ ○★ ○★ ○★
O：観察されたコロニー。★：分離成功菌株。
コロニーの特徴
⑪淡い、円形
⑫密度高い
⑬　円形、二層
⑭淡い、不定形（35℃、メイン）
⑮　小型、糸状
⑯淡い、円形
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表4－2－C2005年冬製造堆肥から検出された糸状菌のパターン分け
50℃
堆肥発酵日 ’⑰ ⑱ ⑲ ⑳ 21 22 23 24
30 0 ○ ○★ ○ ○★
34 ○ ○ ○ ○
38 ○ ○ ○
41 O ○ ○★ ○★
45 O O ○
54 ○ ○ ○★ ○★
○：観察されたコロニー。★：分離成功菌株a
コロニーの特徴
⑰不定形、気中菌糸発達せず
⑱小型、円形
⑲菌糸密度低い、不定形
⑳白色菌糸密度高い、不定形
21　白色菌糸密度低い、不定形
22　アオカビ
23　白色菌糸密度高い
24　円形、2層
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表4－3　2005年冬製造堆肥から分離した微生物のリボソームRNA遺伝子の
部分塩基配列の相同性
StrainMediuminc曲ation@　at 　　　　　　●№?獅浮刀@specles
identityge〕neraユnotes　fbr
@the　genera
21415HV 35℃
ゐα1｛㎞ooar曲
U加ヱ盟ρρ遡8stL
hMSNU　20112T
@　（Leeら）
99％
　　放線菌
jトリルヒドラタ
@ーゼを産生
@（Yamakiら）
21411
R1011HV 50℃
雌αo伽pα凹砿εPα齪
@　　（wangら） 100％
　好熱性放線菌
ﾀ一glucosidase活性
@　を有する
@（Wrightら）
21401
Q1414
Q1416
Q2216
R1001
R1014
R1016
HV・YG35℃・50℃
　5加吻加躍θβ
ﾒθハ囮0曲5加翻α1β
@　NAR85
ｼ3種　（Klmら）
100％
　好熱性放線菌
モ?撃撃浮撃≠唐??ｫを有
@　　する
@　（Donら）
21412
Q1813
Q2212
R1012
R1013
HV 50℃
3鯉ρ勿βρα凹η須aoθヨθ
@str」KACC20141
@　　（Songら）
100％ 放線菌
21406YG 35℃
五bo㎜翰ヱリ5θa
唐迫浮luzt－B9
iXiangら）
100％
菌糸を作らない放
禔A菌　日和見感染
@症の原因菌
@（Altuntasら）
31002
R1015HV・YG35℃・50℃
Ba｛盟ロ5ω担8肌盈η5
唐狽k　ATCC7050
ｼ14種（Pate1ら）
100％
31003YG 35℃
茄（盟iJ5」飽ムθ血㎜お
@　stL　AU5513B
ｼ16種（Halpernら）
98％
　脱窒を行う
@　（丸山ら）
Aミラーゼを産生
@　（岩槻ら）
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31005 、4伽θi励ao孟θr　sp． 99％ 環境菌（土壌，水下YG 35℃ LUH4547 水）31008 100％他1種 （丸山ら）
21405YG 35℃ ∠4伽θ加加06θr8P．An9100％ 環境菌（土壌，水下?j（丸山ら）
21421 子嚢菌22521
31021RV 35℃ Hα㎜む01a」励o∫㎝β 99％ Cellobiohydrolaseを産生21423
22524 （Varrotら）
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図．4－1ヒメマツタケ菌糸の生育に対する分離細菌株の影響．
　PDA平板培地上の滅菌セロハンに植菌したヒメマツタケ菌糸
の生育を湿重量で評価した．同一平板上に細菌を植菌しなかった
ものをcontrolとした．4反復実験の平均値を棒グラフで示し，標
準偏差を誤差範囲として示した．
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第五章　総合考察
　ヒメマツタケの栽培において，これまでは，明確な堆肥熟度の判定基準が存在しなかっ
たために，再現性のある堆肥製造が出来なかった．それゆえに，子実体収量においても，
堆肥製造ロットによりバラツキが生じ，常時安定した栽培方法は確立していなかった．
　堆肥中には膨大な数量の微生物が存在し，相互に代謝活動によって増殖し，必要なエネ
ルギーを獲得している．そのような環境の中で，ヒメマツタケやマッシュルーム菌の生育
だけを援助し，阻害する因子を取り除くように，微生物群の活動を導いてゆくことが重要
である（橋本，1992）．マッシュルーム菌は，堆肥の中に蓄積された黒褐色の多糖体様物質
（微生物の細胞，菌糸，胞子およびそれらの崩壊残渣）を利用して生育する（橋本，1987）．
ヒメマツタケも同様の機構で栄養を摂取していると思われる．しかし，このような栄養体
が，堆肥中の好熱性細菌，糸状菌，あるいは放線菌のどのような相互作用によって形成・
蓄積されるのかは不明である（橋本，1987）．一方で，堆肥の発酵工程中の微生物フローラ
の推移を調べることで，堆肥がどの程度の熟度であるかを把握することが出来るのではな
いかと考えた．
　今回の一連の研究によって，C／lt比と子実体収量が高水準で安定する時期と，堆肥中の
細菌フローラが安定する時期が一致すること，フローラが安定化した段階以降に特定の細
菌が増加すること，これらの結果が3回の堆肥製造において再現性を伴って示された．こ
のことは，今後再現性を伴った良質の堆肥製造に貢献し，また，堆肥製造所要期間の短縮
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への期待が持たれる．
第一節　製造バッチが異なる3っの堆肥における細菌フローラの推移
　第二章と第三章では，冬季2回，夏季1回の堆肥製造工程における，細菌フローラ，子
実体収量，およびC畑比の推移を追跡した．冬季2回の製造を比較すると，発酵日数を含
め良好な再現性が得られており，夏季の製造に関しては，一般細菌数やC／N比の数値の振
れがやや大きかったものの，細菌フローラ，子実体収量およびC〆N比が同時期に安定化す
るという傾向で，3回の製造において一致していた．
　これらの結果より，外気温や湿度の影響を受ける開放系の堆肥製造においても，細菌フ
ローラが安定化した段階で，高収量の子実体が得られることが約束され，栽培に適する堆
肥が出来上がったと判断することが出来ると考えられた．すなわち，細菌フローラを追跡
することによって，堆肥の熟度を推測できるものと考えられた．
第二節　細菌フローラ安定化時期以降に増加する細菌
　第三章第二節では，3回の堆肥製造において，細菌フローラが安定化するのと同時期以
降に増加する，共通した3種の細菌が確認された（Roseomonas　sp．　，　Actinobac　terium　sp．，
Roseifle．yus）．この結果より，これら3種類の細菌のDNAを熟度判定マーカーとして活用
することで，より簡便な堆肥の熟度判断が可能になると考えられる・
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第三節細菌の分離，同定およびヒメマツタケ菌糸増殖効果
　2005年冬製造堆肥のうち，一次発酵30目目以降は，子実体収量および細菌フローラが
安定している段階である（第二章第二節）が，第四章第二節では，この段階で検出した微
生物を分離し，同定を行ったところ，15株の放線菌，7株の一般細菌，5株の糸状菌が得
られた，第三章第二節で述べた3種の細菌を含め，これらの中から堆肥熟度の指標菌とし
て有用なものが得られる可能性がある．
　また第四章第二節において，上述の同定菌株のうち，Acinetobacter　sp．存在下でヒメ
マツタケ菌糸体の湿重量が増加する結果を得た．本細菌がヒメマツタケの菌糸伸長を促進
するのかどうか，さらに検討する必要がある．
第四節　本研究の結果から期待される今後の展望
　農林畜産，食品加工業廃棄物，勇定枝などを含む，有機性廃棄物は年間約2，700万トン
（炭素量換算）と試算される．堆肥化は，「有機農法」や「循環型・持続型社会の実現」の
点から見直されている．世界的にも，生産者主体の農作活動により土壌中の有機物が不足
しており，堆肥化は有機資源の循環を促し土壌の枯渇を防ぐためにも重要性が増している．
堆肥化のような好気処理は低コストで減容化率も高いため，都市部における環境負荷の低
減にも有用な技術である．発酵熱により高温になるプロセスは，病原微生物や寄生虫の卵
の不活性化に有効である上に，農薬やフェノールなどの難分解性物質の分解の場としても
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期待されている（春田ら，2006）．
　堆肥化技術の向上および堆肥を利用する農業は，このように多くの利点が見出され，今
後益々注目を集めると予想される，このような中で，強力な抗腫瘍活性をはじめ生活習慣
病の予防および緩和に効果が期待できるヒメマツタケや，洋食に欠かすことの出来ない食
材としてキノコの中では世界最大の生産量を誇るマッシュルームは，今後も需要が増加し
てゆくと思われ，これらの栽培は，環境負荷低減の観点から，大いに推奨されるべきであ
る．
　本研究成果を知的基盤として，簡易な堆肥熟度判定方法や，栽培期間短縮の技術が確立
されることが期待される．これらの技術を応用することで，ヒメマツタケと同属のマッシ
ュルームのみならず，あらゆるキノコ栽培の効率化が期待できるだろう．農業廃棄物を素
材とする，ヒメマツタケやマッシュルーム栽培用堆肥の製造の効率化への基盤となること
を通じ，本研究で得られた知見が持続的社会の構築に少しでも貢献できれば幸いである．
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要約
第一章　緒言
　ヒメマツタケ（Agaricus　blazei　Murrill）は，群を抜く抗腫瘍活性をはじめ，多様な薬
効を示すキノコである．本菌の栽培方法は，世界最大の生産量を誇るマッシュルームと同
様に，堆肥を用いるのが一般的である．しかし，堆肥の出来の判断は熟練技術者の経験と
勘によるところが大きく，堆肥熟度の明確な基準は存在しない．本研究では，堆肥中の微
生物フローラを解析し，子実体収量との関係を調べるとともに，細菌フn一ラを活用する
ことで堆肥熟度判定の指標を得ることを目標とした．
第二章　発酵工程における細菌フローラの推移と子実体収量，C／N比との関係
【目的】ヒメマツタケやマッシュルームに代表されるハラタケ属の・キノコは，堆肥を用い
た栽培方法が主流である．しかしながら，堆肥の出来の見極めは，色におい，触感など
従事者の経験と勘に頼っているのが現状である．本章では，堆肥中に生息する微生物が熟
度を判定するための一っの指標になるのではないかと考え，発酵期間を通じて，糸状菌，
一般細菌および放線菌の消長と細菌フP一ラの変化を追跡した．
【材料および方法】（1）堆肥の製造：原料（バガス3トン，発酵鶏糞300kg，綿実粕300
kg，石膏60kg）混合後，中3～4日間隔で切り返し，45日目に床入れした．その後7日間
の熟成期間を経て発酵終了とした．　（2）微生物の検出：切り返し毎に堆肥を10箇所以上
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から採取して十分に混合した後，10gを無菌袋に分取した．これを滅菌水90mlに懸濁し，
順次希釈して10－－6液まで調製した．希釈液をローズベンガル培地（糸状菌用），およびHV
培地（放線菌用）に塗布し，YG培地C一般細菌用）には混釈とし，それぞれ35℃，50℃お
よび60℃で培養を行った．一般細菌および糸状菌は2日間，放線菌は5～10日間培養後形
成したコロニーを計数した．（3）発酵期間別の子実体収量測定：切り返し毎に採取した堆
肥にヒメマツタケ（岩出101株）種菌を植えて子実体を発生させ，生重量を測定した．（4）
細菌フローラの解析：切り返し毎に採取し，冷凍保存した堆肥からDNAを抽出し，　DGGE
（Denaturing　Gradient　Gel　Electr。ph。resis；変性剤濃度勾配ゲル電気泳動）法によって
発酵段階ごとの細菌フローラを解析した．
【結果および考察1発酵期間を通じて堆肥から微生物を検出し計数した結果，発酵初期に
は糸状菌が多かったが，次いで細菌が増加して一次発酵30日目に最大となった・一方・放
線菌は15目目以降に増加し始め，30日目および45日目に極大となった・子実体発生試験
の結果，一次発酵30日目以降，高収量でほぼ安定化した．また，細菌フローラも同じ時期
から安定化することがDGGE解析の結果明らかとなった．これらの結果から，堆肥熟度の指
標として細菌フローラが利用できることが示唆された．
第三章　細菌フローラー致の再現性の検証および熟度指標となりうる細菌の探索
【目的1第二章の結果の再現性を確認するために，夏季および冬季の堆肥製造において積
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み込み量，切り返し間隔および製造期間を変えて実験を行った．
【材料および方法】　（1）堆肥の製造：2005年夏：原料（バガス量は1トン）混合後，2～
3日の間隔で切り返し，28日目に床入れを行った．その後7日間の熟成期間を経て発酵終
了とした．2006年冬：第二章（2005年冬）に準じてバガス量は3トンとし，切り返し間隔
は3～4日，40日目に床入れ，二次発酵での熟成期聞は8日間とした．（2）微生物の検出：
両製造バッチとも，切り返し毎に堆肥を10箇所以上から採取して十分に混合し，これに二
次発酵処理したもの109を無菌袋に分取した．以降の手順は，第「章と同様にして行った・
（3）発酵期間別の子実体収量測定：切り返し毎に採取した堆肥に：一次発酵処理を施したも
のにヒメマツタケ（岩出101株）を接種して子実体発生試験を行い，各々，1回の収穫で
の生堆肥1kgあたりの平均子実体収量（生重量）を測定したt（4）細菌フローラの解析：第
二章の手法と同様にして行った．
【結果および考察1　2006年冬製造堆肥においては，一次発酵19fi目（二次発酵熟成期
間を含めると27日目）以降に子実体収量が高水準で安定し，CAi比も安定した．微生物数
は同程度もしくは減少に向かい，細菌フローラも安定した．20Q5年冬製造堆肥では，一次
発酵30日目以降に同様の傾向が見られた（第二章）ことから，両結果から，良好な再現性
が得られたと結論付けられた．一方，2005年夏製造堆肥においては，一般細菌数の増減の
幅が大きく，C／N比は切り返し毎の値の上下が大きかったのに加え，子実体は発酵初期か
らある程度の量が収穫できたなど，これらの点では，2園の冬製造堆肥と比べて異なる挙
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動が観察された．しかしながら，Cバ比と子実体収量が高水準で安定化する時期が細菌フ
ロ・一ラの安定化時期と一致した点においては，2005年冬・2006年冬と2005年夏の間で共
通性が認められた．また，3回の堆肥製造を通じて，細菌フローラが安定化した時期以降
に共通する3種類の細菌（各ke　11？oseomonas，　Actinobacterium，　Roseifl　exusに近縁）が
見出された．
第四章　細菌株の分離と同定，及び，ヒメマツタケの増殖効果
【目的】　冬季2回，夏季1回の合計3回にわたる製造堆肥において，安定した細菌フロ
ーラ中に共通した細菌が存在することが明らかになったため，これらの菌株の分離を目指
し，成熟した堆肥からの微生物株の分離および相同性検索を行った．また，分離した菌
株がヒメマツタケの増殖におよぼす影響を調べた．
【材料および方法】　（1）微生物の分離12005年冬製造堆肥から検出した微生物のうち，
子実体収量が高水準で安定化した一次発酵30日目以降のものから分離を行った．培養温度
は検出時と同じにし，純化操作を繰り返すことで純粋な微生物標品を得た．②分離菌株
の同定：Dで得た微生物株からDNAを抽出し，　PCR法を用いて，細菌は16Sr糖Aの一部分
を，糸状菌は28SrDMのD1／D2領域を増幅し，塩基配列を決定した．相同性検索は，　BLAST
検索によって行った．（3）分離菌株のヒメマツタケ菌糸伸長におよぼす影響：分離した細
菌株のうち9株を用いた．細菌株およびヒメマツタケ（岩出101株）をPDA培地にそれぞ
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れ3．5cm離して接種して，25℃，16～20日間培養後，ヒメマツタケ菌糸の湿重量を測定し
た．
【結果および考察】一般細菌は培養温度35℃で5菌株，50℃では4菌株，放線菌は35℃，
50℃でそれぞれ7菌株，糸状菌は35℃で5菌株，50℃で1菌株の分離に成功した．これら
のうち，放線菌を含む細菌22株と糸状菌5株にっいて塩基配列を決定し，相同性検索を行
ったところ，細菌株22株のうち15株は放線菌であることが判明し，さらにこれらのうち
7株はStrθptomrcθs　thermodiasta　ticusであった．本菌を含む50℃で生育可能な微生物は，
二次発酵熟成工程において，ヒメマツタケが発育するのに適した環境を構築する上で重要
な働きを担っていると想像される．糸状菌5株はすべて加痂coノヨ属であった．今後は，堆
肥熟度判定の指標として有用な微生物を特定するために，更に詳細な検討を進めていく．
　分離した細菌株のうち，Acinetobacter　sp．21405株存在下でヒメマツタケ菌糸体の湿
重量が増加した．この結果から，Aoinetobaeter　sp．21405株とヒメマツタケを共培養す
ることで，ヒメマツタケの増殖が促進される可能性が示された．
第五章　総合考察
　冬季2回，夏季1回の堆肥製造において，細菌フローラ，子実体収量，およびC／N比が
同時期に安定化するという傾向で一致していたことから，細菌フローラを追跡することに
よって，堆肥の熟度を推測できると考えられた．さらに，これら3回の堆肥製造において，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－71・
細菌フローラが安定化するのと同時期以降に増加する，共通した3種の細菌（1？oseomonas
sp．，　Ac・tin　obae　teiei　um　sp．，　Roseifl　exus）が確認された．一方第四章では，2005年冬製
造堆肥のうち，細菌フローラ，子実体収量が安定化した30日目以降に検出した微生物から
の分離・同定を行い，15株の放線菌，7株の細菌および5株の糸状菌が得られた．これら
の中から，堆肥熟度判定の指標菌として有用なものを得られる可能性がある．一方，分離
同定菌のひとつであるAeinetobactθi－sp．21405株が存在するとヒメマツタケ菌糸の湿重
量が増加する結果が得られたが，本細菌がヒメマツタケの増殖を促進するのかどうか，さ
らに検討を進める必要がある．
　本研究では，ヒメマツタケ栽培の培地となる堆肥の製造過程における微生物（特に細菌）
フローラの変動を初めて示した．本研究成果を知的基盤として，簡易な堆肥熟度判定方法
や，栽培期間短縮の技術が確立されていくことが期待される．一方，ヒメマツタケと同属
のマッシュルームについても同様の研究を展開することによって，栽培効率化が期待でき
るだろう．農業廃棄物の有効利用は，持続的社会の構築に必要不可欠な課題である．農業
廃棄物を素材とする，ヒメマツタケやマッシュルーム栽培用堆肥の製造の効率化への基盤
となることを通じ，本研究で得られた知見が持続的社会の構築に少しでも貢献できれば幸
いである．
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